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RESUMEN

La ganadería bovina es una actividad sobresaliente en el contexto económico
nacional, generando el 3.5% del PIB nacional y el 56% del PIB pecuario; los
ectoparásitos, específicamente la garrapata Rhipicephalus microplus, han sido
asociados con grandes pérdidas económicas para este reglón productivo pecuario,
desde sus efectos directos (estrés, anemia) hasta la posibilidad de ser vector de
múltiples

agentes

etiológicos

de

enfermedades

de

importancia

para

la

comercialización de los productos y subproductos animales. En la presente
investigación se validó la información etnofarmacológica del uso del árbol matarratón
(Gliricidia sepium) como antiparasitario externo en sistemas de producción bovina del
trópico bajo. La marcha fitoquímica preliminar del extracto acetónico de G. sepium
determinó la presencia de los grupos de metabolitos secundarios: flavonoides,
terpenoides, cumarinas, glucósidos cardiotónicos, saponinas y taninos; hallados a
través de las técnicas de cromatografía en capa delgada y colorimetría. La actividad
acaricida del extracto acetónico de hojas de Gliricidia sepium se llevó a cabo en
larvas y teleoginas de Rhipicephalus microplus, utilizando la prueba de inmersión de
larvas (LIT) y la prueba de inmersión de adultos (AIT), respectivamente. El extracto
acetónico de Gliricidia sepium mostró una CL50 de 78 mg/mL (71 – 83 mg/mL) y una
CL90 de 146 mg/mL (128 – 182 mg/mL) en el bioensayo LIT. Por otro lado, la prueba
AIT demuestra el efecto acaricida de G. sepium sobre teleoginas de R. microplus
con una CL50 de 100 mg/mL (82 – 118 mg/mL) y una CL90 de 143 mg/mL (123 – 164
mg/mL). Así mismo, este estudio permitió establecer la inhibición de la ovoposición
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en un 56.7% de las teleoginas expuestas a la concentración de 100 mg/mL del
extracto acetónico de G. sepium (p<0.05), además de un 100% en el control de
reproducción y una eficiencia reproductiva del 0.0% para las teleoginas utilizadas
dentro del estudio (p<0.01), expuestas a la misma concentración citada; todos los
datos fueron organizados y procesados, utilizando el software OpenStat 4, de
acuerdo a la prueba Probit para el cálculo de la concentración letal; las diferencias
estadísticas citadas entre los niveles de tratamiento (extracto 5, 25, 50 y 100 mg/mL;
control negativo -excipiente Tween 80 2.5% en agua destilada- y control positivo Amitraz 0.025 mg/mL en agua destilada-) se obtuvieron a través de Chi-cuadrado
para mortalidad y ANAVA de una vía, post hoc Tukey-Kramer, para índices
reproductivos y afección de ciclo de vida de R. microplus. La anterior información es
relevante para consolidar el cultivo del matarratón en los sistemas de producción
bovino del piedemonte del departamento del Meta, con la finalidad de ser utilizada
como método alternativo de control para la garrapata común del ganado, donde es
evidente la necesidad de fortalecer los sistemas de producción animal con
estrategias integradas para el control de parásitos a partir del uso de plantas
medicinales promisorias del contexto.

Palabras clave: fitoterapéutica, etnofarmacología, control integrado de parásitos.
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ABSTRACT

The cattle is an outstanding activity in the national economic context, generating 3.5%
of GDP and 56% of livestock GDP; ectoparasites, specifically the tick Rhipicephalus
microplus, has been associated with major economic losses to the livestock
production screed from its direct effects (stress, anemia) until the possibility of vector
multiple etiologic agents of diseases of importance for marketing and animal byproducts. In the present research the ethnopharmacological information about the use
of Matarratón tree (Gliricidia sepium) as external antiparasite in cattle production
systems validated tropical. Preliminary phytochemical action of acetone extract of G.
sepium determined the presence of groups of secondary metabolites: flavonoids,
terpenoids, coumarins, cardiac glycosides, saponins and tannins; found by the
technique of thin layer chromatography and colorimetry. The acaricide activity of
acetone extract of leaves of Gliricidia sepium was held in larvae and engorged
Rhipicephalus microplus, using the larval immersion test (LIT) and adult immersion
test (AIT), respectively. The acetone extract Gliricidia sepium showed an LC50 of 78
mg/mL (71-83 mg/mL) and LC90 146 mg/mL (128-182 mg/mL) in the bioassay LIT.
Furthermore, the AIT test shows acaricidal effect on teleogines R. microplus with an
LC50 of 100 mg/mL (82-118 mg/mL) and an LC90 of 143 mg/mL (123-164 mg/mL).
Additionally, this study established inhibiting oviposition in 56.7% of teleogines
exposed to concentration of 100 mg/mL of acetone extract of G. sepium (p<0.05), and
a 100% control of reproduction and reproductive efficiency 0.0% for teleogines used

x

in the study (p<0.01), exposed to the same concentration above. All data were
organized and processed using the software OpenStat 4, according to the Probit test
to calculate the lethal concentration; the aforementioned statistical differences
between treatment levels (extract 5, 25, 50 and 100 mg/mL, negative control excipiente 2.5% Tween 80 in distilled water- and positive control -Amitraz 0.025
mg/mL in distilled water-) were obtained by Chi-square test for mortality and one-way
ANOVA, post hoc Tukey-Kramer, for reproductive indices and condition of the life
cycle of R. microplus. The above information is relevant to consolidate the growing
matarratón in bovine production systems piedemonte of Meta department, in order to
be used as an alternative control method for the common cattle tick where it is
evident need to strengthen the animal production systems with integrated strategies
for controlling pests from the use of promising medicinal plants on the context.

Keywords: phytotherapeutic, ethnopharmacology, integrated pest control.
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1. INTRODUCCIÓN

La ganadería bovina es una actividad sobresaliente en el contexto económico
nacional, generando el 3.5% del PIB nacional y el 56% del PIB pecuario;
distribuyéndose más del 55% de la población bovina del país en siete
departamentos, entre estos el Meta (CONPES 3676, 2010). Los ectoparásitos,
específicamente la garrapata Rhipicephalus microplus, ha sido asociada con grandes
pérdidas económicas para este reglón productivo pecuario, desde sus efectos
directos (estrés, anemia) hasta la posibilidad de ser vector de múltiples agentes
etiológicos de enfermedades de importancia para la comercialización de los
productos y subproductos animales (Rachinsky et al., 2007).
En el marco de la apertura económica del reglón productivo primario o
extractivo agrario nacional es evidente la necesidad de fortalecer los sistemas de
producción animal con estrategias integradas para el control de parásitos a partir del
uso de plantas medicinales promisorias del contexto, más aun, con productos como
los extractos de plantas que generan el desarrollo de ganaderías sostenibles
económicamente y ambientalmente; así mismo, incrementando la rentabilidad del
proceso productivo al originar productos y subproductos de producciones animales
limpias; siendo la inocuidad una falencia demostrada que impide la apertura
comercial internacional, frente a carne y leche de origen bovino (CONPES 3675,
2010); donde el control desmesurado de ectoparásitos se convierte en uno de los
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principales factores de la presencia de residuos por encima de los límites máximos
de residuos de medicamentos veterinarios y plaguicidas permitidos en los procesos
de introducción a mercados (Codex Alimentarius, 2015).
Colombia es un país megabiodiverso (cerca del 10% de las especies del mundo
habitan en el territorio), el cual ocupa el segundo puesto mundial en biodiversidad
vegetal, concentrando más de 55.000 especies de plantas vasculares en diferentes
ambientes agroclimáticos (FAO, 1987; McNeely et al., 1990); recursos naturales que
han sido utilizados ancestralmente por comunidades para solventar situaciones
problémicas asociadas a estados de salud humana y animal; es imperante la
aplicación del método científico que permita constatar reproduciblemente y mejorar,
en dado caso, estas prácticas terapéuticas tradicionales. En ese orden de ideas,
este proyecto determinó los metabolitos secundarios del extracto acetónico de la
planta Gliricidia sepium (matarratón) a través de la marcha fitoquímica preliminar y
validó la información etnofarmacológica con estudios in vitro de su posible efecto
acaricida en los diferentes estadios de Rhipicephalus microplus en las condiciones
de los sistemas de producción bovina del trópico bajo.

1.1 Planteamiento del Problema y justificación
La infestación por garrapatas de la especie Riphicephalus microplus constituye
uno de los principales problemas de la ganadería bovina de los países del trópico,
siendo el agente causal de bajos índices reproductivos y ganancia de pesos
asociados al uso de xenobióticos con capacidad tóxica, a la transmisión de agentes
patógenos e injuria directa de los tejidos; que llevan a una alteración del bienestar
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animal y al desarrollo normal de las actividades fisiológicas (Rachinsky et al., 2007;
Jonsson et al., 2008; Reck et al., 2009). El control de las garrapatas en bovinos a
nivel mundial se ha venido realizando desde el siglo XIX con el uso de agentes
químicos (fármacos alopáticos), pero dado al manejo irresponsable de dichos
productos, estos organismos han sufrido un proceso de selección, generado
resistencia a estos productos (Bianchi et al., 2003; Rajput et al., 2006).
Teniendo en cuenta estas inferencias, la FAO (2004) recomienda desarrollar
estrategias de control de parásitos (garrapatas) en los sistemas de producción animal
sustentables desde la perspectiva ambiental y efectivas desde la visión de la salud
animal; es así que el uso de extractos de plantas medicinales para el control de
parásitos, con bases en los reportes etnofarmacológicos, es una práctica científica
ampliamente distribuida en la actualidad que ha demostrado buenos resultados en el
manejo integrado de plagas (WHO, 1993; Montes-Molina et al., 2008; Rahila et al.,
2008; Castelblanco et al., 2013), y resultan muy convenientes para los sistemas
productivos dado a que dichos extractos son sostenibles desde la perspectiva
ambiental debido a su corto tiempo de biodegradación en el suelo (Ribeiro et al.,
2008).
En este orden de ideas, existe la necesidad de implementar dentro del
manejo integral de parásitos de los sistemas de producción bovino, alternativas
terapéuticas sostenibles desde la perspectiva ambiental y eficaces en los procesos
de control de este ectoparásito; es así, que el uso de plantas medicinales con
actividad acaricida, es una de las actividades que brinda una salida a la situación
problémica de resistencia a productos alopáticos y sostenibilidad ambiental. La
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planta Gliricidia sepium es una especie promisoria para hacer parte del manejo
estratégico en el control de plagas.

1.2 Objetivos
Objetivo General
Evaluar el efecto in vitro del extracto acetónico de Gliricidia sepium sobre
diferentes estadios de la garrapata Riphicephalus microplus.
Objetivos específicos
1. Determinar los grupos de metabolitos secundarios de

Gliricidia sepium

colectada en la Universidad de los Llanos.
2. Evaluar el efecto in vitro del extracto acetónico de Gliricidia sepium sobre la
inhibición de la ovoposición, el control de reproducción, eficiencia reproductiva y
capacidad garrapaticida (larvas y teleoginas) en Riphicephalus microplus.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de la planta Gliricidia sepium
La especie Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex. Walp (GS) fue inicialmente
reportada en el año 1842 en Repertorium Botanices Systematicae; se describe como
un árbol o arbusto caducifolio, es decir, que pierde sus hojas al momento de la
floración, leguminoso, de 2 a 15 m de altura, con flores de color amarillo, distribuido
naturalmente desde S7 30’ hasta N25 30’. Posee una amplia capacidad de
adaptación a suelos salinos, inundables con buen drenaje, con temperaturas entre 20
y 30 °C, de 500 a 2500 mm de precipitación/año y 4 a 5 meses de época seca
(Figura 1). Son estas características las que han posicionado a GS como una de las
plantas recomendadas en los sistemas silvopastoriles del trópico bajo, pues dada su
condición caducifolia, permite la renovación y génesis de materia orgánica en el
suelo (Galeano et al., 2015).

Figura 1. G. sepium en condiciones agroclimáticas del piedemonte llanero (Fuente:
Autor).
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Respecto al valor nutritivo de GS, Wood et al. (1998) evaluaron la calidad de
la materia seca (MS) de diferentes estructuras de GS en países del trópico,
determinando los niveles de proteína cruda (PC), Fibra Detergente Neutra (FDN) y
Fibra Detergente Ácida (FDA) y cumarinas; esta investigación se desarrolló en el
departamento de Córdoba y fueron estandarizados los diferentes componentes
minerales del suelo, reportando que bajo las condiciones de Colombia, la MS poseía
mejor degradabilidad in vitro, con niveles de PC de 25,6%, FDN 33,7 % y FDA de
22,7%.

2.2 Estudios fitofarmacológicos de Gliricidia sepium, planta promisoria para el control
integrado de parásitos
Existen reportes en la literatura internacional sobre Gliricida sepium

y su

incorporación en los sistemas de producción agrícola desde la perspectiva de control
de parásitos (Tabla 1); así como estudios de sus componentes de metabolitos
secundarios con capacidad para alterar la biología de insectos (Tabla 2), como lo
son: rotenoides, cumarinas, taninos condensados, flavonoides, triterpenos, entre
otros (Rojas et al., 2006; Aragón-García et al., 2008; Beena y Joji, 2010).

Tabla 1. Bioactividad antiparasitaria y antimicrobiana de Gliricidia sepium
Extracto/
Metabolitos
secundarios
aislados

Bioactividad

Ref.
bibliográfica

Planta

Alelopatia – aumento de biomasa del
cultivo del arroz con reducción de
insectos parásitos

MacLean et
al., 2003

7

Bactericida y Fungicida
(Dimetilformamidina) a 20 mg/mL

Rahila et al.,
2008

No citotóxico y genotóxico para células
cancérigenas AA8, A549, HCT116 and
MCF-7 a concentración de
6.25 a 50 mg/mL

Alzeus y
Jacinto, 2015

Extracto etil
acetónico

Larvicida, ovicida y pupicida para
Anopheles stephensi, desde 25 a 100
ppm.

Krishnappa et
al., 2012

Aceites esenciales

Bactericida 1 al 25%
(vehiculizado en DMSO)

Beena y Joji,
2010

Ácido 8,11,14eicosatrienoico

Larvicida para Culex quinquefasciatus
a una CL50 0.011 mg/mL y CL90 0.060

Thomas et al.,
2014

Extracto etanólico

mg/mL
Abreviaturas: CL50 concentración letal 50, CL90 concentración letal 90, DMSO
Dimetilsulfóxido, ppm partes por millón.

Rahila et al. (2008) reportaron efectos antiparasitarios del extracto metanólico
de hojas de GS sobre dípteros del genero Anopheles spp. (78% de repelencia) y
Meloidogyne incognita (60% mortalidad). En el reporte realizado por Montes-Molina
et al. (2008) se informa del efecto de repelencia para más de 20 insectos, en
periodos tempranos del cultivo de maíz; donde la aplicación del extracto acuoso y
etanólico de hojas de GS generó diferencias significativas (p<0.05) sobre las
cantidades cosechadas de maíz. Así mismo, estos extractos alcanzaron un efecto
insecticida para Spodoptera frugiperda, Macrodactylus spp y Frankliniella spp; entre
otros insectos parásitos del cultivo objeto de estudio.
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Tabla 2. Fitoquímica de Gliricida sepium enfocada a las propiedades biocidas
Partes de
la planta
estudiada

Determinación
de Metabolitos
secundarios

Fracciones - Compuestos
identificados

Ref. bibliográfica

Cumarinas

Ácido melilotico

Griffiths, 1962

Fenoles

Ramnogalactosido de
13 Kaempferol

Rangaswami y
Iyer, 1966

Flavonoides

------------

Manners y Jurd,
1979

Saponinas
triterpenoides

3‚ 21‚24-trihidroxi-22oxooleano-12-ene (aglicano)

Rastrelli et al.,
1999a

Esteroles

Glucósido estigmasterol

Herath y deSilva,
2000

Aceites
esenciales

Propilenglicol (25.1%),
Cumarina (18.2%), (Z)-3Hexenol (17.7%), βFarnesene (14.2%), (E)-2Hexenol (6.5%), entre otros.

Beena y Joji,
2010

Etil acetato y
etanol

Fracciones Extracto
acuoso:extracto etanólico
0.5:9.5

Krishnappa et
al., 2012

Éter de
petróleo

Fracción acetonitrilo,
Ácido 8,11,14- eicosatrienoico

Thomas et al.,
2014

Flores

Aceites
esenciales

Cumarina (45%),
Hidroquinona (21.6%),
Mirtenol (12.7%), Maltol
(4.4%), entre otros.

Beena y Joji,
2010

Raíz

Saponinas
triterpenoides y
compuestos
aromáticos

3‚ 21‚24-trihidroxi-22oxooleano-12-ene (aglicano)

Rastrelli et al.,
1999a

Corteza

Rotenoides

12a‐ hidroxi rotenoides desde
el extracto metanólico

Rastrelli et al.,
1999b

Hojas
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Por otra parte, el extracto acuoso Gliricidia sepium ha sido estudiado desde su
efecto nematodicida; Berger et al. (1998) reportaron su efecto sobre Meloidogyne
incognita, parásito del cultivo de arroz, encontrando un 60% de actividad
nematodicida en estudios realizados in vitro.
2.3 Fisiología nutricional de Rhipicephalus microplus posible blanco fitofarmacológico
de Gliricidia sepium
Rhipicephalus microplus (Murrell y Barker, 2003), es la nueva clasificación
taxonómica que se le asigna a Boophilus microplus (Canestrini, 1887), es una
garrapata Ixodida que se caracteriza por ser monoxena, completando su ciclo de vida
en un solo hospedero, alimentándose de sangre por 21 días. Respecto a sus
diferentes estadios de desarrollo están: las fases de larva, metalarva, ninfa,
metaninfa, neogina, partenógina, y teleogina (Figura 2); siendo las 2 últimas hembras
parcialmente regurgitadas y totalmente regurgitadas respectivamente (Gallardo y
Morales, 1999; Bergamo et al., 2010).

1 cm

Figura 2. Teleoginas de Rhipicephalus microplus (Fuente: autor).

R. microplus se encuentra ampliamente distribuida en regiones tropicales y
subtropicales ubicadas entre las latitudes S30 y N40, tanto en América, como en
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África y Oceanía, y fue erradicada de Estados Unidos (Jongejan y Uilenberg, 2004).
En los aspectos fisiológicos de la nutrición de R. microplus se destacan las enzimas
proteolíticas quienes son las encargadas de la digestión de la hemoglobina, el
principal sustrato proteico de su dieta, estando presentes en el tracto digestivo del
adulto así como en la larva y los huevos (actuando como proteínas de reserva
durante la embriogénesis) (Fagotto, 1990a; Fagotto, 1990b); estas enzimas
pertenecen a la familia de la endopeptidasas (serina, cisteina, aspartato y
metaloproteasas) (Neurath, 1989) y durante el desarrollo embrionario y adulto de R.
microplus, las catepsinas y asparato proteasas, son la iniciadoras de la digestión de
la vitelina y hemoglobina respectivamente, y cumplen un papel organizador de otras
endopeptidasas, principalmente cisteína proteasas, que entran a actuar sobre los
péptidos resultantes para completar la digestión de la proteína (Sojka et al., 2007).
Existen varios reportes bibliográficos concernientes a validar la información
etnofarmacológica sobre el uso de extractos vegetales utilizados para el control de
garrapatas en sistemas de producción animal (Tabla 3); estructurando así la
posibilidad

de

incursión

de

especies

vegetales

adaptadas

a

condiciones

agroclimáticas propias de las zonas de influencia de este tipo de agente parasitario.
Cada especie vegetal posee un arsenal de metabolitos secundarios que le han
permitido su supervivencia y fenómenos reproductivos, compuestos que son de
interés farmacológico; dentro de los grupos de metabolitos secundarios aislados de
los diferentes extractos preparados a partir de Gliricidia sepium, con potencial para el
control de insectos sobre sistemas de producción agrícola y animal, sobresalen las
cumarinas, las cuales son potentes inhibidores de la coagulación, actuando sobre las
serina proteasas envueltas en la activación del factor XII de coagulación, y en
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general sobre todas las proteasas con serina en su sitio activo (Pochet et al., 2004);
la tripsina y quimotripsina también hacen parte de este grupo de proteasas inhibidas
por las cumarinas y se encuentran en el tracto digestivo de R. microplus, generando
alteraciones en la digestión de la hemoglobina en la garrapata adulta (Bergamo et al.,
2010). De igual forma, existen evidencias de la inhibición de catepsinas,
específicamente en los residuos de glutamina de la catepsina B humana en su sitio
activo (Sajid y McKerrow, 2001) alterando por otra vía enzimática el inicio del
metabolismo de la hemoglobina en la garrapata.
Tabla 3. Reportes de extractos vegetales con capacidad acaricida

Partes de
la planta
estudiada

Planta/extracto

Agente parasitario y
concentración
(dosis)/efecto

A. squamosa /hexano,
G. superba /metanol y
P. emblica /metanol

Haemaphysalis
bispinosa CL50 145.39,
225.57 y 256.08 ppm;
respectivamente.

Bagavan
al., 2009

Calpurnia
aurea
/acetona y agua

R. pulchellus 10 – 20%
pierden movilidad.

Zorloni et al.,
2010

Petiveria
alliacea
/metanólico 10 y 20%
Hojas

Tallos

R. microplus 23.3% y
26.6% mortalidad, 28.2%
y 40.1% IO; 26% y
21.3%
IE,
respectivamente.
CL50
4.3 (IC 3.9 – 4.7).

Ref.
bibliográfica
et

RosadoAguilar et al.,
2010

Neoglaziovia
variegata
/hexano,
cloroformo y etanol

R. microplus 94.1%,
33.2% y 84.56% IE,
respectivamente.

Dantas et al.,
2015

Datura
stramonium
/etanólico y acuoso

R. microplus 20%
mortalidad AIT

Ghosh et al.,
2015

Petiveria
alliacea
/metanólico 10 y 20%

R. microplus 40% y
86.6% mortalidad, 56.8%
y 91% IO; 17% y 16%,

RosadoAguilar et al.,
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IE,
respectivamente.
CL50 3.9 (IC 3.2 – 4.6)
Partes
aéreas

Fruto

2010

Neoglaziovia
variegata / hexano,
cloroformo y etanol

R. microplus 61.9%,
50.6% y 57.2% CR,
respectivamente.

Dantas et al.,
2015

Semecarpus
anacardium /etanólico
10%

R. microplus 50%
mortalidad AIT, CL90

Ghosh et al.,
2015

13.5 (IC 12.1–15.1), 65%
IO.

Amblyomma cajennense
y R. microplus 26 a
de Santana
Raíz
95% y 17 a 100% desde
et al., 2015
50 – 100 μL/mL;
respectivamente.
Abreviaturas: CL50 concentración letal 50, CL90 concentración letal 90, ppm partes
por millón, IO inhibición de ovoposición, IE inhibición eclosión, CR control de la
reproducción, AIT prueba de inmersión de teleoginas.
Chrysopogon
zizanioides /aceites
esenciales

Otro de los grupos de metabolitos secundarios promisorios aislados de
Gliricidia sepium

para el control de insectos son los taninos condensados;

Fernandez-Salas et al. (2011) evaluaron el efecto de 4 plantas tropicales ricas en
taninos (Acacia pennatula, Piscidia piscipula, Leucaena leucocephala y Lysiloma
latisiliquum) en la supervivencia de la garrapata R. microplus en diferentes estadios
de su desarrollo, y obtuvieron resultados satisfactorios sobre el efecto acaricida de
los extractos acetónicos de las hojas estas plantas (CL50 L. latisiliquum y P. piscipula
6.40 y 2.47 g/mL en la prueba de inmersión larvaria); se determinó que el efecto
larvicida era debido a los taninos condensados al no observar tal efecto cuando se
aplicaban inactivadores de taninos en la solución de dilución del extracto, como lo es
el polietilenglicol. Se presume que el efecto acaricida de los taninos condensados
radica en su capacidad de inducir proteólisis de diferentes enzimas digestivas
utilizadas por R. microplus en su fisiología nutricional.
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3. METODOLOGÍA

3.1 Localización
El presente estudio se realizó en la granja Barcelona 4° 04’ 32,91” Latitud
Norte 73° 35’ 02,27 Latitud Oeste; en el laboratorio de parasitología y laboratorio de
nutrición de la Universidad de los Llanos; a una altura de 440 msnm, precipitación de
3500 mm/año, Humedad Relativa de 87% y temperatura promedio de 27 ºC (IDEAM,
2015).
3.2 Población y muestra
3.2.1 Material Vegetal y preparación del extracto
Se recolectaron 50 Kg de hojas de Gliricidia sepium en la Granja Barcelona de
la Universidad de los Llanos. Una muestra de hoja, tallo, fruto – florescencia fue
enviada al Herbario Nacional con la finalidad de realizar su clasificación taxonómica.
La elaboración del extracto acetónico se realizó tomando al material vegetal
recolectado, éste se cortó y secó en una estufa de aire recirculante marca ESCO
Isotherm® OFA-54-8 a 40°C durante 72 horas (ver figura 3 - A), luego el material
seco

fue

molido

hasta

pulverización,

obteniendo

un

cernido

homogéneo,

procedimiento que se realizó en el laboratorio de nutrición de la Universidad de los
Llanos, usando un molino mecánico (ver figura 3 - B). Se tomó el material molido y se
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realizó la técnica de percolación continua hasta agotamiento, con acetona al 70%
(ver figura 2 - C). El líquido percolado se filtró y concentró a 56°C en un evaporador
rotatorio, marca IKA® RV 10 control, a presión reducida; llevándose a sequedad
finalmente en baño de María (ver figura 3 - D). El extracto resultante fue refrigerado
(4°C) en frascos de vidrio color ámbar con tapa hermética; y reconstituido en agua
destilada y Tween-80 2.5% a concentraciones de 5, 25, 50 y 100 mg/mL al momento
de realizar las pruebas siguiendo la metodología de estudio propuesta para extractos
de plantas con actividad (Castro et al., 2009).

A)

B)

D)

C)

Figura 3. Obtención del extracto. A) Secado hojas; B) Molienda; C) percolación
continua hasta agotamiento, solvente acetona 70%; D) Concentración del extracto en
el evaporador rotatorio IKA® RV 10 control (Fuente: autor).
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3.2.2 Teleoginas y larvas de Rhipicephalus microplus
Se recolectaron 500 teleoginas (garrapatas ingurgitadas con una longitud
corporal entre 4 – 8 mm) de R. microplus de los animales seleccionados bajo
infestación natural en la granja Barcelona de la Universidad de los Llanos (25
teleoginas por animal). Para la toma de la muestra de garrapatas se pasó la mano de
modo suave sobre las diferentes regiones del cuerpo del hospedador, en las cuales
habitualmente se localizan y se desprenden de manera directa con los dedos índice y
pulgar, agarrándola lo más cerca posible del capítulo, volteándola hacia arriba y
tirando suavemente de ella en contrapelo hasta desprenderlas completamente,
evitando así que el hipostoma quede adherido a la piel del hospedador u ocasionar
daño alguno (Gallardo y Morales, 1999). Posteriormente se realizó su caracterización
a través de estereoscopia en el laboratorio de parasitología de la Universidad de los
Llanos, además de evaluar su viabilidad (ausencia de mutilaciones y movimientos
pediculares).
Las teleoginas se utilizaron directamente para las pruebas de inmersión o se
direccionaron para el establecimiento del cultivo en condiciones in vitro, en el cual se
lavaron con una solución de hipoclorito 2,5%, luego se lavaron con abundante agua
destilada y fueron secadas con toallas de papel absorbente, para prevenir
contaminación microbiológica (Castelblanco et al, 2013). Posteriormente fueron
separadas en grupos homogéneos de 10 garrapatas, las cuales se pesaron y
colocaron en una caja de Petri plástica, determinando el índice de eficiencia de la
conversión (IEC), éste es un parámetro cuantitativo utilizado para determinar la
conversión del peso de una hembra ingurgitada, se calculó dividiendo el peso de los
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huevos producido por unidad experimental sobre el peso de las teleoginas, de
acuerdo con la siguiente expresión propuesta por Drummond et al. (1971):
IEC = Peso de los huevos de la Unidad Experimental/ Peso de las hembras de la
Unidad Experimental al inicio del ensayo.
Las garrapatas fueron colocadas sobre papel kraft en las respectivas cajas de
Petri, rotuladas (fecha de recolección, fecha incubación y peso de las teleoginas en
el grupo), posteriormente fueron colocadas en una caja plástica para generación de
microambientes e incubadas a 27 – 28 ºC con una humedad relativa de 85% - 95%
utilizando una Incubadora Refrigerada MEMMERT® IPP 110.
A los 14 días posteriores a la incubación, los huevos de los grupos de
teleoginas fueron pesados, identificados y colocados en un vial de vidrio individual;
tapado con un tapón de gasa estéril para permitir el intercambio de aire y humedad,
y rotulado (fecha de incubación de teleoginas, fecha de pesaje e incubación de
huevos y el peso de los huevos); posteriormente los viales fueron colocados en las
cajas plásticas (microambiente) para su incubación a 27 a 28ºC con una humedad
relativa de 85% al 95% utilizando una Incubadora Refrigerada MEMMERT® IPP 110.
La eclosión se presentó a los 21 ± 3 días; una vez eclosionados, las larvas fueron
utilizadas en las pruebas acaricidas in vitro descritas a continuación.

17

3.3 Métodos y procedimientos
3.3.1 Marcha fitoquímica preliminar
Se realizó el análisis fitoquímico preliminar de las hojas de Gliricidia sepium,
siguiendo la metodología propuesta por Sanabria (1983) a través de métodos
colorimétricos y cromatografía en capa delgada, los cuales permiten determinar la
presencia de diferentes grupos de metabolitos secundarios del extracto acetónico de
la planta, como lo son: alcaloides, esteroides o triterpenoides, flavonoides,
naftoquinas

o

antraquinonas,

saponinas,

taninos,

lactonas,

cumarinas

y

cardiotónicos; así:
Detección de flavonoides:
Colorimetría: se tomaron 15 mL del filtrado del extracto acetónico de Gliricidia
sepium y se agregaron 15 mL de etanol, llevándose a decantación, posteriormente
se hace extracción con 2 porciones de 10 mL de acetato de etilo; la fase acuosa
resultante se lleva nuevamente con 2 porciones de 10 mL de n-Butanol. La fase
acuosa resultante se dividió en cinco porciones iguales, llevándose a sequedad en
baño de María. Posteriormente se disolvió en 4 porciones de mezcla etanol:agua
(1:1)

para realizar pruebas colorimétricas en tubo.

A un tubo de ensayo

le

adicionaron 2 gotas de HCl concentrado, más un trozo de cinta de Zn posterior a la
dilución del Zn surgió una coloración rosada, naranja, roja azulosa, violeta, verde o
azul; las cuales indicaban la presencia de flavonoides en la muestra. Los controles
positivos utilizados en esta detección fueron: Quersetina, Rutina y Ácido clorogénico
(Sanabria, 1983).
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Cromatografía en capa delgada: se pesaron 2 g del extracto, disolviéndolo en
metanol 98% para

luego ser filtrado con óxido de aluminio 90 activo básico,

adicionando primero cloroformo para extraer clorofilas; el filtrado obtenido se pasó
por el rotaevaporador IKA® RV 10 de manera independiente en un balón de vidrio.
Posterior se adicionó en una cámara de cromatografía 10 mL de cloroformo, en una
placa de TLC silica gel 60 F254 impregnada de cada fracción clorofórmica y
metanólica, además del extracto acetónico, y el patrón positivo para flavonoides:
Rutina (Sanabria, 1983); se introdujo el cromatofolio de forma vertical hasta la
formación de líneas de continuidad, posteriormente se reveló con el reactivo NPPEG
(Polietilenglicol) y reactivo de Godin (Vainillina al 1% en etanol y Ácido sulfúrico
(H2SO4) al 5 % en etanol).
Detección de Alcaloides
Colorimetría: se pesaron 5 gramos de material vegetal seco y molido; al cual le
adicionaron 3 mL de NH4OH y 50 mL de éter etílico-cloroformo (3:1), colocándolo a
ebullición y luego filtración al vacío. El filtrado se trasvaso a un embudo de
decantación, haciendo la extracción con 2 x 10 mL H2SO4 1N; la fase orgánica se
descartó y a la fase acuosa fue alcalinizada con 2mL de NH4 pH 8-9, posteriormente
se hizo una nueva extracción con 2 x 10 mL de CHCl3, de nuevo la fase acuosa se
descartó y la fase orgánica se secó con sulfato de sodio anhidro, se filtró y colocó 1
mL de solución en cinco tubos de ensayo proveniente de la solución etanólica y otro
con la solución clorofórmica, llevándose a sequedad para posteriormente disolverse
en 1 mL de HCl 2N para realizar pruebas colorimétricas en tubo. A cada tubo se
agregó 1 ml de HCl al 5%, además de 2 gotas de los siguientes reactivos: Reactivo
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Dragendorff, Reactivo de Meyer, Reactivo Valser y Reactivo de Reinekato. Los tubos
donde se formó precipitado indicaron una prueba positiva. El control positivo utilizado
fue el extracto etanólico del árbol borrachero - EtOH B -(Brugmansia spp).
Cromatografía en capa delgada: para esta prueba se utilizó como patrones de
referencia la Quinina y el extracto metanólico de Brugmansia spp del cual se pesó 5
mg al que se adicionó 1mL de metanol y cloroformo. En una placa de TLC silica gel
60 F254 se colocó una gota de cada preparado (extracto acetónico de Gliricidia
sepium, fracción metanólica G. sepium, fracción clorofórmica G. sepium y extracto
metanólico de Brugmansia spp), posteriormente se depositó en la cámara de
cromatografía con eluente metanol cloroformo (1:1), para después ser expuesta en la
cámara a rayos ultravioleta 366 nm y luego fue llevada al proceso de revelación
química utilizando 2 soluciones del reactivo de Dragendorff. La coloración naranja es
sinónimo de existencia de alcaloides en las muestras estudiadas.
Detección de Antracénicos
Colorimetría: se disolvió 1 g de extracto acetónico de Gliricidia sepium en 10
mL de H2O: etanol (7:3) para posteriormente ser sometido a calentamiento a 60°C
por 5 minutos, finalmente filtrándose y adicionando 1 mL de H2SO4 al 50% y 1 mL de
H2O2 al 20%, luego esta preparación fue calentada en baño de maría por diez
minutos, subsiguiente se enfrió y filtró de nuevo.

El producto del filtrado fue

trasvasado a un embudo de decantación donde se realizó extracción con dos
porciones de 5 mL de tolueno. La fase acuosa se elimina y la fase orgánica se
deshidrató con sulfato de sodio anhidro y posteriormente concentrándose hasta
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aproximadamente 3-4 mL. Luego se realizó la prueba de reconocimiento denominada
la reacción de Borntrager- Kraus, donde el control positivo fue el extracto etanólico
de hojas de Sen (Sanabria, 1983).
Cromatografía en capa delgada: para esta prueba se utilizó como patrón de
referencia la cáscara sagrada (antraquinona) del cual se pesó 1 mg al que se
adicionó 1mL de metanol y cloroformo. En una placa de TLC silica gel 60 F254 se
colocó una gota de cada preparado (extracto acetónico de Gliricidia sepium, fracción
metanólica G. sepium, fracción clorofórmica G. sepium y

cáscara sagrada en

dilución) para luego ser colocada en la cámara de cromatografía con eluente
metanol:cloroformo (1:1).
Detección de glicósidos cardiotónicos
Colorimetría: en un beaker se agregaron 1 g de Gliricidia sepium y 50 mL de
agua destilada, luego se realizó extracción con dos porciones de 10 mL de Éter de
petróleo; la fase orgánica se descartó y a la fase acuosa le adicionaron acetato de
plomo, después se calentó por 15 minutos, filtrándose y trasvasándose el filtrado a
embudo de decantación. Posteriormente se realizó extracción con dos porciones de
20 mL de cloroformo:metanol (90:10). La fase acuosa fue descarta y la fase orgánica
adicionada con Sulfato de sodio anhidro y subsiguientemente filtrada. El filtrado es
concentrado y dividido en porciones iguales; una de las porciones se expuso al
reactivo de Kedde para la detección de núcleo esteroidal (Sanabria, 1983). La otra le
fue agregada 2 gotas de anhidro acético y 2 gotas de H2SO4 concentrado. La prueba
se consideró positiva cuando se observó un cambio de color rosado pasando en
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cualquier tonalidad de rojo, violeta, azul o verde. El control positivo usado fue el
extracto de Digitalis purpurea.
Cromatografía en capa delgada: inicialmente se pesaron 2 g del extracto
acetónico de G. sepium el cual fue depositado en un beaker y disuelto con metanol
para luego ser filtrado con óxido de aluminio 90 activo básico, adicionando primero
cloroformo para extraer clorofilas y después metanol. Los filtrados obtenidos se
pasaron por el rotaevaporador IKA® RV 10 de manera independiente en un balón de
vidrio. Posterior fue adicionado 10 mL de cloroformo en una cámara de cromatografía
tapada el cual fue la fase eluente del montaje respectivo. En una placa de TLC silica
gel 60 F254 se colocó una gota de cada fracción del extracto acetónico de G. Sepium,
además del control positivo: Digitoxina (Sanabria, 1983);. El cromatofolio se introdujo
en la cámara, previamente impregnada, de forma vertical y se dejó allí por varios
minutos hasta que se formaron líneas de continuidad de las gotas de cada fracción
(clorofórmica y metanólica) del extracto acetónico y del patrón positivo Digitoxina;
momento en el cual se sacó la placa para realizar su lectura respectiva.
Detección de Saponinas
Se pesó 2 g del extracto acetónico de la Gliricidia sepium los cuales se
depositaron en un tubo de ensayo adicionándole 20 mL de agua destilada, tapando
con papel aluminio la parte superior, subsiguientemente agitándose el tubo de
ensayo por 10 minutos. La prueba resulta positiva sí se forma en la parte
inmediatamente superior del preparado una solución espumosa que se debe
mantener por más de 15 minutos.
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Detección de Terpenoides
Colorimetría: se pesó 500 mg del extracto acetónico de la Gliricidia sepium, los
cuales fueron depositados en un tubo de ensayo adicionándole 5 mL de acetona,
posteriormente se agregó el reactivo de Liebermann-Burchard (acético anhídrido y
ácido sulfúrico concentrado) (Sanabria, 1983); la formación de un color verde oscuro
es indicativo de la presencia de grupos esteroles (colesterol – terpenoides) en la
muestra.
Cromatografía en capa delgada: se utilizó una cromatoplaca de TLC silica gel
60 F254, a la cual le fue colocada una gota de cada fracción del extracto acetónico de
G. Sepium y el patrón positivo Lupeol, y cámara de fases con eluente
metanol:cloroformo 75:25, revelador Liebermann-Burchard y dos soluciones, la
solución A con Vainillina y la solución B con Ácido Perclórico 3% en Etanol. Se
asperjo la cromatoplaca con la solución A seguida de la solución B posterior a la
cámara de fases; se calentó a 100ºC y observación en la cámara de luz ultravioleta
254 y 366 nm.
Detección de cumarinas
Cromatografía en capa delgada: la fase estacionaria de este montaje estuvo
asociada a la utilización de sílica gel G-60, a través de cromatofolios de 5 x 1 cm; a
su vez la fase móvil de las cámaras de cromatografía se organizaron con una
solución de tolueno:éter (1:1), saturado con ácido acético al 10%, posterior a la
elución de las fases clorofórmica, metanólica, extracto acetónico de G. sepium,
además del patrón positivo E-Umbeliferona; se utilizó como revelador la solución de
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vainillina al 1% en ácido sulfúrico al 5%, además del uso de la cámara de luz
ultravioleta 365 nm.
Detección de taninos
Prueba de Cloruro Férrico 10%: se utilizaron 3 diferentes montajes, el patrón
positivo con ácido clorogénico diluido en agua destilada, el extracto respectivo con
una concentración alta y el mismo extracto pero menos concentrado con el anterior
montaje. A cada uno se le adicionó 3 gotas de cloruro férrico 10%.
Prueba reactivo de Gelatina sal: se colocó 1 mL del extracto acetónico de la
Gliricidia sepium en un tubo de ensayo y se adicionó 1 mL del reactivo Gelatina sal
(solución de gelatina al 1% y de cloruro de sodio al 10%); posteriormente se formó
un precipitado que se llevó a centrifugación a 2000 rpm por 10 minutos, luego fue
desechado el sobrenadante, al precipitado le fue adicionado 1 mL de solución de
Urea al 2.5 M y luego 3 gotas de cloruro férrico 10%. La formación de un precipitado
de color verde oscuro fue indicativo de la presencia de taninos.

3.3.2 Pruebas in vitro del efecto del extracto acetónico de Gliricidia sepium sobre
Riphicephalus microplus
Para la evaluación del efecto in vitro del extracto acetónico de la planta sobre
los diferentes estadios de R. microplus se desarrollaron las siguientes pruebas de
inmersión larvaria e inmersión de adultas, en el Laboratorio de Parasitología de la
Universidad de los Llanos, bajo condiciones de temperatura de 25-27°C, Humedad
Relativa de 85 - 92% y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas.
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3.3.2.1 Prueba de inmersión larvaria (LIT)
Se aplicó la LIT propuesta por Shaw (1966) en concentraciones de 5, 25, 50 y
100 mg/mL del extracto acetónico de la planta reconstituido en agua destilada y
Tween-80 2.5%; un control negativo con agua destilada + Tween-80 2.5% y un
control positivo con Amitraz 0.25mg/mL, concentración recomendada por el
fabricante (Taktic®, 12.5% IA); se usaron larvas de garrapatas R. microplus de 7 a 14
días de edad obtenidas a partir de teleoginas colectadas de bovinos de la
Universidad de los Llanos – colonia mantenida bajo condiciones in - vitro.

Se

seleccionaron para incubar viales con la tasa de eclosión de las larvas más alta (90100 %). Para determinar la edad de las larvas a utilizar en la prueba, se comenzó a
contar los días a partir de la subida de las mismas al tapón de algodón, que fue
aproximadamente a los 21 días postincubación de los huevos. Una vez iniciado la
emergencia de larvas se utilizaron hasta 21 días después de haber emergido (ver
figura 4), después de este tiempo no se consideró conveniente usar larvas, pues
podría estar alterada su viabilidad para el desarrollo de la prueba.
A)

B)

Figura 4. Mantenimiento de la colonia de Rhipicephalus microplus in vitro. A) Vial con
estadios embrionados (huevos) y algunas larvas de Rhipicephalus microplus
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emergiendo B) Vial con larvas emergidas en su totalidad, útil dentro de las pruebas a
desarrollar (Fuente: autor).
Para el bioensayo los viales con larvas se colocaron en el centro de una placa
de Petri, la cual se llenó posteriormente con agua y jabón, lo que impidió el escape
de las larvas desde el vial (Rosado-Aguilar et al., 2010), las larvas fueron distribuidas
completamente al azar y de manera uniforme, en cajas Petri de vidrio de 15 cm de
diámetro, se colocó papel filtro Whatman No. 1 de 12.5 cm de diámetro. Se tomaron
10 mL de Tween-80 (2.5%) para el grupo control negativo y se esparció el líquido
sobre el papel; luego se continuó con el montaje, siguiendo la misma metodología del
control negativo, para cada una de las concentraciones citadas del extracto acetónico
de G. sepium, iniciando con la concentración más baja hasta la más alta, empleando
el mismo volumen (10 mL) de la solución del extracto, y organizando por último el
control positivo. Se colocaron 300-500 larvas en cada uno de los montajes, que
fueron distribuidas en el papel con la ayuda de un pincel No. 4 (ver figura 5 - A), una
vez colocadas las larvas sobre el papel filtro inmediatamente se cubrieron con otro
papel de las mismas características y se empezó a contabilizar los 10 minutos que
dura el periodo de inmersión.
El tiempo de inmersión se tuvo en cuenta teniendo la seguridad que las larvas
se sumerjan y tengan contacto total con cada uno de los tratamientos. Cuando el
periodo de inmersión fue concluido, los dos papeles filtro los cuales contienen en su
interior las larvas, fueron extraídos de la caja Petri de vidrio con la ayuda de unas
pinzas de disección y se colocaron sobre papel toalla para absorber el exceso de la
solución de cada uno de los tratamientos (ver figura 5 - B).
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A)

B)

Figura 5. Montajes asociados a las prueba de inmersión de larvas - LIT. A)
Preparación de las 300 – 400 larvas de R. microplus próximas a ser expuestas a los
niveles de tratamiento. B) Larvas de R. microplus próximas a ser extraídas de los
respectivos montajes de la prueba LIT (Fuente: autor).
Posteriormente una cantidad aproximada de 100 larvas fueron extraídas de los
dos papeles filtro con ayuda de un pincel del No. 4 y se transfiero en cada paquete
los cuales fueron hechos previamente con papel filtro Whatman No. 1, de 7.5 x 8.5
cm, sujetados con tres clip metálicos (ver figura 6 - A). Los paquetes se identificaron
con lápiz previamente con los datos de concentración, concentración del extracto o
solución probada. Una vez se llenaron los paquetes con los controles y las larvas
tratadas se colocaron en cajas plásticas y se llevaron a

la incubadora a una

temperatura de 27 a 28º C y 85-95 % de humedad relativa por un periodo de 24
horas, de acuerdo a la metodología propuesta por Castro-Silva et al. (2011) (ver
figura 6 – B).
Trascurrido el periodo de incubación, se realizó la lectura de los paquetes
determinando el número de larvas vivas y muertas en todas las concentraciones y los
controles. Con ayuda de cinta adhesiva se atraparon las larvas vivas,

las que

tuvieron la capacidad de caminar, y se contabilizaron con la ayuda de un contador
manual (Shaw, 1966). Se consideraron las larvas muertas: las que no se movieron,
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las que presentaron ataxia o movimientos apendiculares únicamente al examen
estereoscópico. Mientras se realizó el conteo se estimularon las larvas vivas pero
inactivas, mediante una fuente de calor o espirando sobre estas (ver figura 6 – C y
D).

B)

A)

D)
C)

Figura 6. Montajes asociados a la prueba LIT. A) Uso del papel filtro tipo Whatman
No. 1, de 7.5 x 8.5 cm para organizar cada nivel de tratamiento y sus repeticiones. B)
Incubación de los microambientes en cámaras separadas por nivel de tratamiento. C)
Lectura de las larvas muertas o vivas de R. microplus posterior a la incubación. D)
Detalle de la lectura (Fuente: autor).
Para calcular la mortalidad se utilizó la fórmula propuesta por la FAO, Plan
Protection Bulletin (1971):
% Mortalidad =

Número de larvas muertas
Larvas totales

* 100
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Debido al amplio volumen (10 mL) a utilizar en cada uno de los montajes y sus
repeticiones, relacionado principalmente con el rendimiento del extracto acetónico de
G. sepium, se decidió utilizar la metodología descrita por Klafke et al. (2006) y Klafke
et al. (2012) para la prueba de inmersión de larvas para cada una de las repeticiones
del experimeto, así: 1 mL de cada solución final de inmersión se distribuyó en tres
tubos plásticos para microcentrífuga de 1,5 mL, y así se obtuvo tres repeticiones de
cada solución. Con el uso de un pincel de nylon N° 4, aproximadamente 300 larvas
se transfirieron suavemente a cada tubo, el cual fue cerrado y agitado vigorosamente
hasta asegurar el hundimiento de las larvas en cada una de las soluciones asociadas
a

los

niveles

de

tratamiento

(control

negativo,

control

positivo,

diversas

concentraciones del extracto).
Las larvas se sumergieron durante 10 minutos; posterior a la inmersión, los
tubos se abrieron y las larvas se retiraron con un pincel limpio, y se transfirieron a un
papel filtro, luego del secado, cerca de 100 larvas fueron trasladadas con el mismo
pincel a un papel filtro Whatman # 1 (850mm × 750 mm) que se dobló y cerró sus
lados con clips bulldog metálicos. Después de la adición de las larvas, el paquete se
selló con un tercer clip y se incubaron utilizando una incubadora refrigerada
MEMMERT® IPP 110 a una temperatura de 27-28 C y la humedad relativa 85-90%
durante 24 horas (ver figura 7). La lectura y evaluación de la prueba se desarrolló tal
cual se explicó con anterioridad.
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B)

A)

C)
D)

Figura 7. Metodología de Klafke et al. (2006) para la prueba LIT. A) y B) Llenado de
los tubos para centrifuga con los niveles de tratamiento y larvas de R. microplus. C) y
D) Organización de los montajes para incubar posterior al tiempo de inmersión
(Fuente: autor).

3.3.2.2 Prueba de inmersión de teleoginas (AIT)
Se colectaron teleoginas (garrapatas ingurgitadas con una longitud corporal
entre 4 – 8 mm) de R. microplus de bovinos parasitados en forma natural de la
granja Barcelona en la Universidad de los Llanos, seleccionados aleatoriamente
(aproximadamente 25 teleoginas por bovino), las teleoginas fueron lavadas con una
solución de hipoclorito de sodio al 2,5%, para prevenir contaminación bacteriana y
fúngica; y además se eliminaron aquellas que presentaron mutilaciones o
malformaciones; al final escogiendo las de tamaño uniforme a las cuales se les
aplicó la prueba de inmersión de adultas propuesto por Drummond et al. (1973), con
adaptaciones como se describe a continuación: las teleoginas fueron pesadas, y
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distribuidas completamente al azar y de manera uniforme, la unidad experimental
trabajada son 10 teleoginas con pesos uniformes para cada uno de los diferentes
tratamientos y controles, un peso aproximado de 200 mg. Las garrapatas adultas
así como sus huevos fueron pesadas en una balanza electrónica Kern® EW 220
(Ver figura 8 – A). Para los tratamientos iniciales las teleoginas fueron sumergidas
en concentraciones de 5, 25, 50 y 100 mg/mL del extracto de las hojas de la planta
reconstituido en Tween-80 (2.5%) y agua destilada, un control negativo con Tween80 2.5% en agua destilada, y un control positivo con Amitraz 0.025% concentración
recomendada por el fabricante (Triatox®, 12.5%), empezando por el control
negativo y continuando con la concentración más baja y terminando con la más alta
del extracto vegetal, y por último el control positivo, con intervalo de un minuto entre
cada inmersión (Ver figura 8 – B). En total se utilizaron 6 réplicas por concentración
y 2 controles por prueba, es decir se utilizaron 60 teleoginas por concentración y 20
para los controles, para un total de 260 teleoginas por prueba.

A)

B)

Figura 8. Organización de los montajes asociados a la prueba AIT. A) Uso de la
balanza electrónica para la organización de grupos unificados de pesos de
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teleoginas. B) Prueba de inmersión de adultas, montajes respectivos en cajas de
Petri (Fuente: Autor).
Para cada nievl de tratamiento y sus repetciiones se efectuó lo siguiente: cada
grupo de 10 teleoginas se colocaron en un beaker de 50 mL, a cada uno se le
añadió la dilución del extracto de la planta reconstituido previamente, procedmiento
descrito con anterioridad, hasta alcanzar un volumen total 10 mL por montaje y se
sumergieron uniformemente a fin de permanecer expuestas en su totalidad. El
proceso de inmersión fue de 10 minutos, durante este tiempo se agitó suavemente;
completado el tiempo de inmersión se retiraron las garrapatas con ayuda del colador
y luego se secan completamente con papel adsorbente, este procedimiento se
realizó con la misma secuencia de inmersión y procurando que todos los grupos
tuvieran el mismo tiempo de inmersión (Ver figura 9 - A y B). Posteriormente, las
teleoginas fueron puestas en cajas de Petri plástica de 9 cm de diámetro, rotuladas
con: la fecha respectiva de la prueba, el peso de la unidad experimental (10
teleoginas) y los diferentes niveles de tratamiento (extractos, controles positivo y
negativo, replica). Previamente, las cajas de Petri fueron acondicionadas con un
circulo de papel kraft del tamaño de la base de la caja, papel con un agujero en la
mitad de 2.5 cm de diámetro, para poner un cuadrado de cinta pegante doble faz en
el centro de la base de la caja de Petri, de forma tal que permitiera pegar tanto el
papel como las garrapatas a la caja en forma concéntrica (Ver figura 9 – C).
Las teleoginas se colocaron con la parte ventral hacia arriba, orientando el
opistosoma hacia el centro de la caja Petri, es decir, las teleoginas quedaron en
contacto con la cinta por el idiosoma dorsal (posición dorsal), las patas le quedaron
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absolutamente libres pero el cuerpo se fijó y quedó inmovilizado (Drummond et al.,
1973). Luego, las cajas de Petri fueron colocadas en una caja plástica, colocando un
papel absorbente húmedo en el fondo de la caja, además de un vaso plástico de 100
mL con agua destilada que ayudó a mantener la humedad del montaje respectivo
(Ver figura 9 – D). Enseguida son incubadas utilizando la incubadora refrigerada
MEMMERT® IPP 110 a 27 – 28 ºC con una humedad relativa de 85% al 95%, por un
periodo de 14 días.

B)
A)

D)

C)

Figura 9. Organización de los montajes posterior a la prueba de AIT. A) Teleoginas
sumergidas en los diferentes niveles de tratamiento del experimento. B) Extracción y
secado de las teleoginas posterior a la prueba de AIT. C) Teleoginas organizadas en
la caja de Petri posterior al secado. D) Montaje para Incubadora por niveles de
tratamiento (Fuente: Autor).
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La lectura de la prueba de inmersión de teleoginas se desarrolló mediante
estereoscopia determinando el número de garrapatas muertas, las cuales fueron
diagnosticadas por presentar lesiones cuticulares u oscurecimiento de la cutícula,
además las que no presentaron movimiento de las patas o desplazamientos cuando
se

les

realizó

diferentes

estímulos

como:

fuente

luminosa

(lámpara

del

estereoscopio), reacción al momento de ser tocadas con un puntero romo en la
región cervical, estimulación con gas carbónico eliminado por respiración
(Casteblanco et al., 2013). La mortalidad se evaluó a las 24, 48, 72 y 96 horas,
además a los 7 días y 14 días postratamiento. Mediante la siguiente formula se
estableció el porcentaje de mortalidad de cada uno de los niveles de tratamiento, así:

El porcentaje de mortalidad:

Teleoginas muertas
________________ x 100
Total de teleoginas

Después de dos semanas se determinó el número de teleoginas que
ovopositarón, además otro indicador de mortalidad manejado fue la incapacidad de
ovoposición durante el periodo de observación mencionado con anterioridad (ver
figura 10).
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Figura 10. Montajes de la prueba de AIT 14 días posincubación – inhibición de la
ovoposición, observe las teleoginas sin ovopositar en los diferentes niveles de
tratamiento (círculos rojos) (Fuente: Autor).

El día 14 postinmersión los huevos fueron colectados y pesados; el índice de
ovoposición (IO) y el porcentaje de inhibición de la ovoposición (IO%) fue
determinado para cada tratamiento y controles, al igual que el control de
reproducción (CR) y la eficiencia reproductiva (ER),

a través de las fórmulas

propuestas por Stendel (1980) y Castro-Silva et al. (2011):
- El Índice de ovoposición (IO): es un parámetro cuantitativo utilizado para determinar
la conversión del peso de una hembra ingurgitada. Este parámetro se calculó
dividiendo el peso de los huevos producido por las 10 teleoginas (unidad
experimental) sobre el peso inicial de la unidad experimental (Ver figura 11 – A), de
acuerdo con la siguiente expresión:

IO=

Peso de los huevos (g)
____________________________
Peso inicial de las hembras (g)

- El porcentaje de inhibición de la ovoposición (IO%): este parámetro calcula el
porcentaje de inhibición de la ovoposición de la unidad experimental tratada
(diferentes concentraciones del extracto) con respecto al control negativo (excipiente
Tween 80 2.5%) de acuerdo con la siguiente expresión.

IO%=

IO control negativo - IO extracto
________________________
IO control negativo

x

100
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Posteriormente, se colocaron 100 huevos de cada unidad experimental en viales de
vidrio tapados con un tapón de gasa y rotulados de la misma forma de la caja de
Petri, los viales de vidrio se introdujeron en una caja plástica y se mantuvieron en las
mismas condiciones de incubación, descritas para las teleoginas, por 21 días hasta
su eclosión (Rosado-Aguilar et al., 2010; Fernández-Salas et al., 2011) (ver figura 11
– B). Después se calculó el porcentaje de eclosión de larvas (E%) realizando el
conteo mediante la ayuda de un estereoscopio y un contador manual.
Con los datos de la IO y el porcentaje de eclosión larval se calculó la:
- Eficiencia reproductiva (ER), indicador de la cantidad aproximada de larvas por
grupo de 10 teleoginas, de acuerdo a la siguiente expresión:
ER =

IO x E%

La ER de cada grupo de garrapatas tratado se comparó con la ER de los grupos
control positivo (Amitraz 0.02%) y control negativo (Tween 80 2.5%), es decir, el:
- Porcentaje de control de la reproducción (CR%), denominado también eficiencia
del producto (EP) (Sanchez et al., 2012), calculándolo de acuerdo a la siguiente
expresión:
CR% = {(ER Grupo control negativo - ER del tratado) / ER Grupo Control negativo} x
100.

36
B)

A)

Figura 11. Procedimiento para establecer los efectos reproductivos asociados a la
prueba de AIT en Rhipicephalus microplus. A) Pesaje de huevos en balanza
electrónica, posterior al proceso de incubación de teleoginas. B) Organización de
montajes de huevos para incubar, procedimiento que busca establecer la eficiencia
reproductiva de los extractos (Fuente: Autor).
3.4 Diseño estadístico
Los resultados de mortalidad de larvas y teleoginas fueron sometidos a la
prueba de homogeneidad de varianza, prueba de Bartlett, y prueba de normalidad
Kolmogorov-Smirnov, verificando el cumplimiento de estos supuestos para su
posterior análisis paramétrico a través del método Probit, para el cálculo de dosis
letales 50 y 90; además de Chi-cuadrado para evidenciar diferencias entre
tratamientos. Otros resultados obtenidos de las pruebas in vitro (% inhibición de la
ovoposición, % eficiencia reproductiva, % control de reproducción) se sometieron a
las pruebas de homogeneidad de varianza y normalidad descritas con anterioridad,
para ser procesados a través

del

análisis de varianza de una vía (ANAVA) y

comparación múltiple de promedios con la prueba Tukey-Kramer, con un rango de
confiabilidad del 95% (p<0,05). Los datos fueron organizados y analizados en el
programa estadístico OpenStat 4.0, versión 7.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Clasificación taxonómica de la planta
El Herbario Nacional de Colombia, el cual se ubica dentro del Instituto de
Ciencias Naturales de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de
Colombia en Bogotá, confirmó la clasificación taxonómica, así: Gliricidia sepium
(Jacq.) Kunth ex Walp; lugar en el cual descansa un ejemplar bajo la numeración
576461.

4.2 Preparación del extracto acetónico y marcha fitoquímica preliminar de Gliricidia
Sepium
El porcentaje de materia seca obtenido finalmente para G. sepium fue de
25,3%. La cantidad de extracto final que se obtiene después de haber sometido 450
gramos de cada planta a extracción con el solvente acetona 70% fue de

21.2

gramos de extracto puro, es decir, se obtuvo un rendimiento del proceso de
extracción del 5% aproximadamente. Los resultados de la determinación de grupos
de metabolitos secundarios del extracto acetónico a través de la marcha fitoquímica
preliminar se encuentran consignados en la tabla 4. A continuación se describen los
resultados en la caracterización de cada grupo de metabolitos secundarios del
extracto acetónico de G. sepium (Ea Gs).
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Detección de flavonoides:
Colorimetría: se observó un resultado positivo, al igual que los controles positivos de
Qersetina, Rutina y Ácido clorogénico, como se observa en la figura 12.

A

a

B

C

c

Figura 12. Técnica de colorimetría para detección de flavonoides en el extracto
acetónico de G. sepium (Ea Gs). Flavonoles Patrón positivo Quercetina (A) y Ea Gs
(a); Flavonoides Patrón positivo Rutina (B); y Leucoantocianidinas patrón positivo
ácido clorogénico (C) y Ea Gs (c); obsérvese el cambio de coloración y formación de
precipitado en los tubos, esto se relaciona con presencia de grupos gama-piridonas
(Fuente Autor).

Cromatografía en capa delgada: confirmación de la existencia de flavonoides en
la muestra, caracterizado por una coloración amarilla de este grupo de metabolito
secundario. De la misma forma, para corroborar los resultados de positividad en la
presencia de flavonoides dentro del extracto estudiado, se procedió a utilizar

1

patrón de flavonides: Rutina; tomando una placa de sílica gel en la cual se colocó
una gota de cada una de las preparaciones, incluyendo también una gota del
extracto acetónico de Gliricidia sepium puro, otra de la fracción con metanol y la otra
con cloroformo, se realizó el mismo procedimiento llevado a cabo con anterioridad,
con la diferencia que dentro del proceso de revelación fue empleado el reactivo de
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Godin (Vainillina al 1% en etanol y Ácido sulfúrico (H2SO4) al 5 % en etanol); La
prueba resultó también positiva para flavonoides mediante este método (ver figura
13).

C)

B)

A)

Cl MeOH Act

Cl MeOH Act

R

Cl MeOH Act

Figura 13. Técnica de cromatografía en capa delgada para detección de flavonoides.
A) Fracción clorofórmica de G. sepium (Cl), fracción metanólica de G. sepium
(MeOH), Extracto acetónico de G. sepium (Act) revelados con reactivo NPPEG. B)
Fracción clorofórmica de G. sepium (Cl), fracción metanólica de G. sepium (MeOH),
Extracto acetónico de G. sepium (Act) revelados con reactivo de Godin. C) Fracción
clorofórmica de G. sepium (Cl), fracción metanólica de G. sepium (MeOH), Extracto
acetónico de G. sepium (Act), Patrón Rutina (R) revelados con reactivo NPPEG
(Fuente: Autor).

Detección de Alcaloides

Colorimetría:

todos

los

cuatro

montajes

fueron

negativos

(Reactivo

Dragendorff, Reactivo de Meyer, Reactivo Valser y Reactivo de Reinekato) a
diferencia del control positivo utilizado, (EtOH B - Brugmansia spp) (ver figura 14).
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A

a

B

b

C

c

Figura 14. Técnica de colorimetría para detección de alcaloides en el extracto
acetónico de G. sepium (Ea Gs). Reactivo Dragendorff: Ea Gs (A), Patrón positivo
EtOH B (a); reactivo Mayer: Ea Gs (B), Patrón positivo EtOH B (b); y reactivo Valser:
Ea Gs (C), Patrón positivo EtOH B (c); obsérvese el cambio de coloración y
formación de precipitado en los tubos control positivo, esto se relaciona con
presencia de alcaloides (Fuente: Autor).

Cromatografía en capa delgada: la prueba mostró un resultado negativo a
alcaloides por no presentar la coloración amarillo - naranja característica de los
mismos (ver figura 15).

A)

B)

Cl MeOH Act Q

Cl MeOH

Br

Act
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Figura 15. Técnica de cromatografía en capa delgada para detección de alcaloides.
A) Fracción clorofórmica de G. sepium (Cl), fracción metanólica de G. sepium
(MeOH), Extracto acetónico de G. sepium (Act), Patrón positivo Quinina (Q)
revelados con reactivo de Dragendorff. B) Fracción clorofórmica de G. sepium (Cl),
fracción metanólica de G. sepium (MeOH), Extracto metanólico de Brugmansia spp
(Br) y extracto acetónico de G. sepium (Act) inspeccionados en la cámara de luz
ultravioleta 366 nm (Fuente: Autor).

Detección de Antracénicos

Colorimetría: resultado negativo al exponer el preparado a la reacción de
Borntrager- Kraus, la cual fue positiva para el respectivo control extracto etanólico de
hojas de Sen.

Cromatografía en capa delgada: La prueba mostró un resultado negativo a
antraquinonas por no presentar la coloración característica de los mismos, vista en el
patrón positiva de referencia (ver figura 16).

Cl MeOH Act

CS

Figura 16. Técnica de cromatografía en capa delgada para detección de
antracénicos. Fracción clorofórmica de G. sepium (Cl), fracción metanólica de G.
sepium (MeOH), Extracto acetónico de G. sepium (Act) y Patrón positivo
Antraquinona Cáscara Sagrada (CS) (Fuente: Autor).
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Detección de glicósidos cardiotónicos

Colorimetría: la prueba fue positiva al observarse un cambio de color rosado
pasando en tonalidad de rojo, violeta, azul o verde; así mismo se observó para el
control positivo usado: extracto etanólico de Digitalis purpurea.

Cromatografía en capa delgada: resultando positiva la presencia de glicósidos
cardiotónicos en las partes aéreas de la planta G. sepium (ver figura 17).

Cl MeOH Act Di

Figura 17. Técnica de cromatografía en capa delgada para detección de Glicósidos
cardiotónicos. Fracción clorofórmica de G. sepium (Cl), fracción metanólica de G.
sepium (MeOH), Extracto acetónico de G. sepium (Act) y Patrón positivo Digitoxina
(Di) (Fuente: Autor).

Detección de Saponinas

Se demostró la presencia de éstos grupos de metabolitos secundarios en la
muestra del extracto estudiado, al formarse en la parte inmediatamente superior al
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nivel de la preparación una solución espumosa que se mantuvo por más de 15
minutos (Ver figura 18).

Figura 18. Prueba de la espuma para la detección de saponinas. Nótese la presencia
de espuma estable en la parte superior de la solución que contiene extracto
acetónico de G. sepium (Fuente: Autor).

Detección de Terpenoides

Colorimetría: la formación de un color verde oscuro en el montaje fue
indicativo de la presencia de grupos esteroles (colesterol – terpenoides) en la
muestra (Ver figura 19).

Figura 19. Técnica de colorimetría reactivo de Liebermann-Burchard para detección
de terpenoides. Nótese el color verde oscuro en la parte superior del montaje
respectivo (Fuente: Autor).
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Cromatografía en capa delgada: se obtuvo una fluorescencia compatible con
un resultado positivo a la presencia de Terpenoides en el extracto acetónico de G
sepium en comparación con el patrón positivo utilizado Lupeol vistos en cámara de
luz ultravioleta 254 nm (Ver figura 20).

A)

B)

Cl MeOH Act

L

Cl MeOH Act

L

Figura 20. Técnica de cromatografía en capa delgada para detección de terpenoides.
A) Fracción clorofórmica de G. sepium (Cl), fracción metanólica de G. sepium
(MeOH), Extracto acetónico de G. sepium (Act), Patrón positivo Lupeol (L), revelados
con reactivo Liebermann-Burchard. B) Fracción clorofórmica de G. sepium (Cl),
fracción metanólica de G. sepium (MeOH), Extracto acetónico de G. sepium (Act),
Patrón positivo Lupeol (L) vistos en cámara de luz ultravileta 254 nm (Fuente: Autor).

Detección de cumarinas

Cromatografía en capa delgada: la fracción clorofórmica del extracto acetónico
de G. sepium mostró un comportamiento similar al patrón E-Umbeliferona posterior a
la revelación con la solución de vainillina al 1% en ácido sulfúrico al 5%, vistos en
cámara de luz ultravioleta 365 nm (ver figura 21), determinándose la presencia de
cumarinas en la muestra analizada.
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B)

A)

Cl MeOH Act E-U

Cl MeOH Act E-U

Figura 21. Técnica de cromatografía en capa delgada para detección de cumarinas.
A) Fracción clorofórmica de G. sepium (Cl), fracción metanólica de G. sepium
(MeOH), Extracto acetónico de G. sepium (Act), Patrón positivo E-Umbeliferona (EU), revelados con solución de vainillina al 1% en ácido sulfúrico al 5%. B) Fracción
clorofórmica de G. sepium (Cl), fracción metanólica de G. sepium (MeOH), Extracto
acetónico de G. sepium (Act), Patrón positivo E-Umbeliferona (E-U), vistos en
cámara de luz ultravileta 365 nm (Fuente: Autor).

Detección de taninos

Prueba de Cloruro Férrico 10%: los dos montajes del extracto (concentración
alta y concentración baja del extracto en acetona) mostraron un resultado positivo a
compuestos polifenólicos por la formación de un precipitado de color verde, similares
a los resultados del patrón positivo utilizado (ver figura 22).
B)

A)

AC

-Ac

+Ac

AC -AC +Ac
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Figura 22. Prueba de Cloruro férrico 10% para detección de Taninos. A) Patrón
positivo Ácido clorogénico (AC); Extracto acetónico de G. sepium menos concentrado
en dilución con acetona (-Ac); Extracto acetónico de G. sepium concentrado en
dilución con acetona (+Ac). B) Patrón positivo Ácido clorogénico (AC) más Cloruro
Férrico 10%; Extracto acetónico de G. sepium menos concentrado en dilución con
acetona más Cloruro Férrico 10%;

(-Ac); Extracto acetónico de G. sepium

concentrado en dilución con acetona más Cloruro Férrico 10%; (+Ac). Nótese el
precipitado de color verde en los tres montajes, indicando la positiva a taninos
(Fuente: Autor).

Prueba Reactivo de Gelatina sal: se formó un precipitado de color verde
oscuro (ver figura 23), lo cual es indicativo de la presencia de taninos, al ser estos
agentes causantes de la acción de precipitación de la gelatina farmacéutica.

Figura 23. Prueba de reactivo gelatina sal para detección de Taninos. Se puede
observar en el montaje presentado, la precipitación de color verde oscuro indicativa
de la presencia de taninos (Fuente: Autor).
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Tabla 4. Determinación de grupos de metabolitos secundarios del extracto
acetónico de G. sepium.
Grupo de

Prueba de

Cromatografía en capa

metabolitos

colorimetría/resultado

fina/patrón /resultados

secundario
Flavonoides

HCl + Zn/+

Rutina/+

Reactivo de Mayer/Reineckato de Amonio/Alcaloides

Quinina/-

Reactivo de
Dragendorff/Reactivo de Valser/-

Cumarinas

No se realizó

E-Umbeliferona /+

Terpenoides

Liebermann-Burchard/+

Lupeol/+

Antraquinonas

Borntrager- Kraus/-

Cáscara sagrada/-

Glicósidos

Reacción de Kedde/+

Digitoxina/+

Saponinas

Prueba de espuma/+

No se realizó

Taninos

Cloruro férrico 10%/+ y

No se realizó

cardiotónicos

Gelatina farmacéutica/+
+ positivo, presencia del grupo de metabolitos secundarios
- negativo, ausencia del grupo de metabolitos secundarios

4.3 Evaluación acaricida in vitro del extracto acetónico de G.sepium sobre R.
microplus

Prueba de inmersión de larvas (Larval Immersión Test - LIT)
Las concentraciones letales 50% (CL50) y 90% (CL90) con sus respectivos
intervalos de confianza (p<0.05) se establecieron a partir de curvas de mortalidad
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larvaria y mediante regresión Probit se definieron valores de CL50 y CL90 en mg
extracto acetónico de G. sepium//mL para cada una de las pruebas (ver figura 24);
tanto para concentraciones de extracto citadas con anterioridad,

como controles

positivos y negativo; previamente los datos de concentración fueron transformados a
su Logaritmo Natural, los valores de totales de larvas expuestas y larvas muertas y
concentración, se transformaron multiplicándolas por un factor que disminuye a una
escala diez veces menor. La CL50 del extracto acetónico de Gliricidia sepium sobre
larvas de Rhipicephalus microplus fue de 78 mg/mL (71 – 83 mg/mL) y la CL90 de
110 mg/mL (101 – 125 mg/mL) bajo los lineamientos metodológicos propuestos en
este trabajo.

Mortalidad de larvas R(B) microplus

1
0,9
0,8
0,7
Datos

0,6

Modelo

0,5

95,00 %
Inf.
95,00 %
Sup.

0,4
0,3
0,2
0,1
0
0

1

2

3

4

5

6

LGN_CON Gliricidia sepium

Figura 24. Modelo de regresión logística a través del método Probit (IC 95%),
resultados de las pruebas LIT del extracto acetónico de G. sepium.

Prueba de inmersión en garrapatas adultas (Adult Immersión Test - AIT)
Los datos obtenidos de esta prueba fueron tratados de la misma forma que
para la prueba LIT. La CL50 del extracto acetónico de Gliricidia sepium sobre

49

teleoginas de Rhipicephalus microplus fue de 100 mg/mL (82 – 118 mg/mL) y la CL90
fue de 143 mg/mL (123 – 164 mg/mL). Como se observa en la tabla 5, este estudio
permitió establecer la inhibición de la ovoposición en un 56.7% de las teleoginas
expuestas a la concentración de 100 mg del extracto acetónico de G. sepium /mL,
además de un 100% en el control de reproducción y una eficiencia reproductiva del
0.0% para las teleoginas y sus huevos utilizados dentro del estudio, expuestas a la
misma concentración citada.

Tabla 5. Resultados de índice de ovoposición (IO), el porcentaje de inhibición de la
ovoposición (IO%), el control de reproducción (CR), eclosión (E) y la eficiencia
reproductiva (ER) de la prueba AIT con extracto acetónico de G. sepium.
Niveles de
tratamiento

% mortalidad
14 días
postincubación

IO

Control –
Tween 80 2.5%

0%

0.520

5 mg Ext. Ac. G.
sepuim/mL

0%

0.487

25 mg Ext. Ac. G.
sepium/mL

0%

0.478

50 mg Ext. Ac. G.
sepium/mL

10%

100 mg Ext. Ac.
G. sepium/mL

50%

Control +
Amitraz 0.025%

98%

+

p<0.05 y

Kramer.

++

A

A

A

+

+

++

p<0.01 Chi cuadrado.

B

0.331

B

0.225

C

0.037
B

p<0.05 y

% IO

ER

No
aplica

52.03

A

6.3

A

8.1

B

36.3

B

56.7

c

96.3
C

E%

CR%

A

100

No
aplica

B

25

76.6

18

83.47

12

92.36

0.0

100

43.58

99.9

12.17
B

8.6

B

3.97

C

0.0

C

0.05

p<0.01 ANAVA, post hoc Tukey-
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5. DISCUSIÓN

Implicaciones de los grupos de metabolitos secundarios determinados en el extracto
Acetónico de G. sepium y su efecto acarida sobre R. microplus

La incorporación de Gliricida sepium en los sistemas de producción bovina, desde
la perspectiva de control de parásitos; acción basada en el estudio de sus
componentes de metabolitos secundarios con capacidad para alterar la biología de
ácaros e insectos, como lo son: cumarinas, taninos condensados, flavonoides,
triterpenos, rotenoides, entre otros (Griffiths, 1962; Rangaswami y Iyer, 1966;
Manners y

Jurd, 1979; Rastrelli et al., 1999a; Rastrelli et al., 1999b; Herath y

deSilva, 2000; Beena y Joji, 2010; Sivira et al., 2011; Krishnappa et al., 2012;
Thomas et al., 2014); grupos de metabolitos secundarios encontrados en la marcha
fitoquímica de la especie colectada en condiciones climáticas del piedemonte del
Meta (ver tabla 4). A partir de la determinación de estos grupos químicos promisorios
desde la perspectiva antiparasitaria externa e interna, se han desarrollado una
variedad de estudios científicos que vinculan a la planta Gliricidia sepium; por
ejemplo en pruebas realizadas con extractos de la leguminosa en mención se
observó su efecto antihelmíntico in vitro reduciendo la motilidad de larvas estadio L3
de Haemonchus contortus; este efecto se relacionó con metabolitos secundarios
tales como taninos/compuestos polifenólicos (von Son-de Fernex et al., 2012),
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terpenoides, flavonoides y lectinas (Puerto et al., 2014); también se ha demostrado
que plantas ricas en estos mismos grupos de metabolitos secundarios han mostrado
actividad acaricida sobre Rhipicephalus microplus (Bagavan et al., 2009; Zorloni et
al., 2010; Rosado-Aguilar et al., 2010; Dantas et al., 2015; Ghosh et al., 2015).
Por otro lado, en el grupo de metabolitos secundarios tipo cumarinas, grupo
determinado en el extracto Acetónico de G. sepium, se ha asociado su capacidad
antiparasitaria sobre ácaros (Bahmani et al., 2014) a través de la inhibición de
enzimas digestivas que pertenecen a la familia de las endopeptidasas tipo serina,
cisteina, aspartato y metaloproteasas (Neurath, 1989); además de tripsina y
quimotripsina (Bergamo et al., 2010) y catepsinas (Sajid y McKerrow, 2001), enzimas
con capacidad proteolítica de R. microplus quienes son las encargadas de la
digestión de la hemoglobina y actúan como proteínas de reserva durante la
embriogénesis (Fagotto, 1990a; Fagotto, 1990b); posiblemente este mecanismo
podría explicar los resultados obtenidos en la potente inhibición del ciclo de vida de
R. microplus (inhibición de la ovoposición, control de reproducción y eficacia
reproductiva) al afectar los estadios larvarios y adultos utilizados en el estudio; y las
diferencias significativas sobre la mortalidad en los estadios larvarios y teleoginas;
siendo estas enzimas vitales en la supervivencia de este acaro de interés parasitario.

Afección del ciclo de vida de R. microplus expuesta al extracto acetónico de G.
sepium
Aunque la actividad acaricida sobre estadios larvarios y adultos (teleoginas) de
R. microplus expuestos al extracto acetónico de G. sepium muestra resultados
promisorios de la incursión de esta planta dentro del control integrado de parásitos
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externos en sistemas de producción bovina del piedemonte del departamento del
Meta (CL50 100 mg/mL y la CL90 143 mg/mL en AIT); el interés de este tipo de
fitoterapéutico recae sobre la inviabilidad de los huevos de este parasito;
encontrándose para este estudio, resultados de relevancia antiparasitaria externa, al
obtener un 100% de control en la reproducción y una eficacia reproductiva del 0.0%
dentro del ciclo de vida de la R. microplus a la CL50 establecida para teleoginas, es
decir, el extracto acetónico de G. sepium genera un fenómeno de inhibición en el
proceso de eclosión, en la totalidad de los huevos ovopositados por las teleoginas
expuestas a este fitopreparado dentro de la pruebas antiparasitarias realizadas.
Datos similares fueron reportados por Álvarez et al. (2008) donde el extracto
alcohólico de Gliricidia sepium mostró un efecto sobre el porcentaje de la inhibición
de la ovoposición en R. microplus del 94%; estudio desarrollado en Costa Rica. Así
mismo sobre su capacidad acaricida se han publicado estudios donde el extracto
etanólico al 5% de hojas de Gliricidia sepium, redujo en un 57% la ovoposición del
acaro Tetranychus cinnabarinus (Boisduval), obtenido de plantas de frijol negro en
Venezuela; además, concentraciones de 5, 10, 15, y 20% del extracto etanólico de
la planta causaron 41.7, 80.6, 88. 9 y 100% de mortalidad, respectivamente (Sivira et
al., 2011).
En otro estudio realizado en Guatemala en la Universidad de San Carlos de
Guatemala (Rodríguez, 2012) se demostró actividad ixodicida e inhibidora de la
ovopostura con la utilización de las tinturas de G. sepium.

En este estudio se

encontró una mortalidad del 36% en garrapatas adultas con la tintura de corteza y
un 28% con la tintura de hoja de G. sepium demostrando una mayor efectividad in
vitro la tintura de corteza; y además, se obtuvo una actividad inhibidora de la
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ovopostura del 4.38% para la tintura de corteza, mientras que para la tintura de hoja
tan solo un 0.50%, resultados distantes de los encontrados en esta investigación,
probablemente debidos al uso de tinturas, donde el investigador no entra a detallar la
forma de obtención de la misma, lo cual puede indicar dilución y perdida de grupos
de metabolitos secundarios de interés antiparasitario.
En los hatos bovinos del trópico bajo la carga parasitaria de la población se
establece en un 92% asociada al agroecosistema (fases preparasíticas o de vida
libre) y tan sólo un 8% o menos está en su estadio parasitario obligado (Anderson y
May, 1985), es decir en el hospedero; resaltando la importancia de vincular dentro
del control integrado de parásitos la oportunidad de controlar las fases preparasíticas
del agente parasitario a tratar; oportunidad que debe estar soportada en procesos y
procedimientos sustentables desde la perspectiva ambiental tal y como lo establece
la FAO (2004). Por esta razón, los resultados obtenidos del estudio in vitro
desarrollado validan los reportes etnofarmacológicos del uso de la planta G. sepium
(matarratón) como fitoterapéutico en sistemas de producción animal (García-Barriga,
1975; Cleaves, 2001; Brandão et al., 2008); con la finalidad, a posteriori, de ser
utilizado en la disminución de carga parasitaria libre (zona de pastoreo) con mínimo
impacto medio ambiental a partir del uso de extractos vegetales (Ribeiro et al., 2008);
además de su posible uso sobre el bovino, acción que debe ser validada a través de
futuros estudios in vivo e in situ que fortalezcan los resultados obtenidos en este
estudio. La anterior información es relevante para consolidar el cultivo del matarraton
en los sistemas de producción bovino del piedemonte del departamento del Meta,
con la finalidad de ser utilizada como método alternativo de control para la garrapata
común del ganado, fortaleciendo el desarrollo silvopastoril de la ganadería
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colombiana en el marco de la apertura económica del reglón productivo primario o
extractivo (CONPES 3797, 2014), donde es evidente la necesidad de fortalecer los
sistemas de producción animal con estrategias integradas para el control de
parásitos a partir del uso de plantas medicinales promisorias del contexto, más aun,
con productos como los extractos de plantas, que generan el desarrollo de
ganaderías

sostenibles

económicamente

y

ambientalmente,

así

mismo,

incrementando la rentabilidad del proceso productivo al originar productos y
subproductos sin residuos desde producciones animales limpias (CONPES 3675,
2010; CONPES 3676, 2010).

55

6. CONCLUSIONES

1. La marcha fitoquímica preliminar del extracto acetónico de G. sepium, colectada
en condiciones del piedemonte del departamento del Meta, determinó la presencia
de los grupos de metabolitos secundarios: flavonoides, terpenoides, cumarinas,
glucósidos cardiotónicos, saponinas y taninos; hallados a través de la técnica de
cromatografía en capa delgada y colorimetría; grupos de metabolitos secundarios
asociados al efecto acaricida de la planta.

2. El extracto acetónico de Gliricidia sepium mostró una CL50 de 78 mg/mL (71 – 83
mg/mL) y una CL90 de 146 mg/mL (128 – 182 mg/mL) en el bioensayo LIT (IC 95%)
para las larvas de Rhipicephalus microplus.

La CL50 de 100 mg/mL (82 – 118

mg/mL) y CL90 de 143 mg/mL (123 – 164 mg/mL) se halló para la prueba AIT (IC
95%). La inhibición de la ovoposición se determinó en un 56.7% a la concentración
de 100 mg/mL del extracto acetónico de G. sepium, además de un 100% en el
control de reproducción y una eficiencia reproductiva del 0.0% para las teleoginas y
huevos utilizadas dentro del estudio (p<0.05).
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